Gene frequencies of BoLA-DRB3 alleles estimated through sequence-based typing(PCR-SBT) in a Holstein population of La Pampa province by Baltian, Laura Rosana et al.


	






	
  !""## 
66 
 
 
Estimación de las frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3 en una población de 
ganado Holstein de La Pampa mediante secuenciación directa. 
 
Baltian, L.R.1; Ripoli, M.V.2; Takeshima S.N.3; Aida, Y.3; Giovambattista, G.2 
1Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Pampa. Calle 5 y 116 (6360), General 
Pico. La Pampa. 
2IGEVET- CCT LA PLATA – CONICET, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La 
Plata. Calle 60 y 118 S/N (1900), La Plata. Buenos Aires. 
3Viral Infectious Diseases Unit, RIKEN, 2-1 Hirosawa, Wako, Saitama 351-0198, Japan. 
lbaltian@speedy.com.ar 
 
Resumen 
El objetivo del presente estudio consistió en 
estimar las frecuencias alélicas del exón 2 
del gen de Clase II del Sistema Principal de 
Histocompatibilidad BoLA-DRB3 en una 
población de ganado Holstein de la 
provincia de La Pampa. Los polimorfismos 
presentes en el exón 2 del gen BoLA-DRB3 
se identificaron mediante la técnica de 
secuenciación directa (PCR-SBT). Los 
resultados obtenidos permitieron detectar 
un total de 21 alelos con un rango de 
frecuencia de 0,014 a 0,222. Esto resultó en 
una heterocigosidad esperada de 0,91. Estos 
resultados se compararon con los 
reportados para ganado Holstein de Japón, 
evidenciando que con la excepción del alelo 
BoLA-DRB3*1201, ambas poblaciones 
presentaron los mismos alelos mayoritarios 
(BoLA-DRB3*1101, *1501 y *0101). Este 
resultado sería consecuencia del alto nivel 
de homogeneidad exhibido por esta raza, 
debido al uso de la misma genética a nivel 
global. 
Palabras claves: BoLA-DRB3, 
polimorfismo, secuenciación directa, 
diversidad genética 
 
Abstract 
 
Gene frequencies of BoLA-DRB3 alleles 
estimated through sequence-based typing 
(PCR-SBT) in a Holstein population of La 
Pampa province. 
 
The objective of this study was to estimate 
allele frequencies of the BoLA-DRB3 exon 
2 in a Holstein population from La Pampa 
province. The exon 2 polymorphisms were 
genotyped by sequence-based typing 
method (PCR-SBT). In the studied herd, a  
 
 
total of 21 variants were detected, ranging 
from 0.014 to 0.222. This resulted in an 
expected heterozygocity of 0.91. Obtained  
data were compared with those reported for 
Japanese Holstein population, showing that 
with the exception of BoLA-DRB3*1201 
allele, both populations shared the same 
major variants (BoLA-DRB3*1101, *1501 
and *0101). This result could be 
consequence of the high level of 
homogeneity present in Holstein breed, due 
to the use of same genetic on the whole 
world. 
Key words: BoLA-DRB3, polymorphism, 
sequence-based typing, diversity genetics. 
 
Introducción 
El Complejo Principal de 
Histocompatibilidad (MHC) bovino es 
conocido también como BoLA (Bovine 
Leukocyte Antigen) (Amorena y Stone, 
1978; Spooner et al., 1978). El BoLA ha 
sido mapeado en el cromosoma bovino 23 
(BTA23) (Freis et al., 1993), y está 
constituido, al igual que en el resto de los 
mamíferos, por genes de Clase I, II y III.  
Las proteínas codificadas por lo genes de 
clase II son glicoproteínas que se ubican en 
la superficie celular y cuya función 
principal es la presentación de péptidos 
antigénicos a las células T CD4+. Estas 
moléculas están constituidas por cadenas  
y , unidas de forma no covalente, y 
codificadas por genes independientes (Por 
ejemplo, DQA, DRA, DQB y DRB). Los 
genes de Clase II son los más estudiados 
porque presentan altos niveles de 
polimorfismo en el dominio 1 (codificado 
por el segundo exón del gen), que es el sitio 
de unión del péptido antigénico a la 
proteína (Takeshima & Aida, 2006; 
Yoshida et al., 2009). 
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Los genes del BoLA desempeñan un rol 
central en la respuesta inmune y han sido 
asociados con resistencia/susceptibilidad a 
enfermedades infecciosas y autoinmunes, 
tales como mastitis, leucosis, dermatofilosis 
y parasitosis (endo y ectoparásitos), 
responsables de importantes pérdidas 
económicas. Además, estos polimorfismos 
han sido relacionados con variables de 
respuesta inmune y con diferentes 
características productivas, como por 
ejemplo producción de leche y crecimiento 
(Takeshima & Aida, 2006). Finalmente, el 
BoLA también ha sido asociado con 
resistencia/susceptibiliad a enfermedades 
bovinas, tales como paresia espinal 
posterior, quetosis y retención de placenta 
(Josten et al., 1991; Park et al., 1993; 
Mejdell et al., 1994). Por lo expuesto 
anteriormente, el objetivo del presente 
trabajo consistió en determinar las 
frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3 
en una población de Holstein de La Pampa 
mediante secuenciación directa del segundo 
exón de este gen y comparar los resultados 
obtenidos con los previamente reportados 
para ganado Holstein de Japón.  
 
Materiales y Métodos 
 
Se extrajeron 5 ml de sangre entera de 36 
animales de la raza Holstein pertenecientes 
a un tambo comercial de la provincia de La 
Pampa. El ADN genómico se extrajo 
mediante la técnica de DNazol (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). 
La tipificación del segundo exón del gen 
BoLA-DRB3 se realizó mediante la técnica 
de PCR-secuenciación directa (PCR-SBT) 
descripta por Takesima et al. (2009). Esta 
metodología consiste en la amplificación 
del exon 2 mediante PCR utilizando los 
primers DRB3FRW y DRB3REV 
(Miltiadou et al., 2003). Los productos de 
amplificación se purificaron utilizando 
politilenglicol 8000, y la cantidad y calidad 
de ADN fueron estimadas mediante un 
espectrofotómetro NanoVue (GE 
Healthcare, USA). Los productos de 
amplificación fueron secuenciados en un 
secuenciador capilar MegaBACE (GE 
Healthcare) utilizando el kit DYEnamic ET 
Terminator (GE Healthcare) y los mismos 
primers de amplificación. Las secuencias 
crudas fueron editadas con el programa 
Sequence Analyzer (GE Healthcare), y 
finalmente fueron analizadas con el 
software Assign 400ATF (Conexio 
Genomics, Fremantle, Australia) para 
determinar el genotipo de los animales 
tipificados (Takeshima et al., 2009). 
Las frecuencias génicas y genotípicas 
fueron estimadas por conteo directo. Las 
desviaciones del equilibrio de Hardy–
Weinberg (HWE) se estimaron mediante el 
parámetro FIS (Weir y Cockerham, 1984). 
La significancia estadística se determinó 
por el método de Markov Chain (Gou y 
Thompson, 1992). La heterocigosidad 
observada (ho) y esperada (he) se calcularon 
de acuerdo a Nei (1987). 
 
Resultados y Discusión 
 
Mediante la técnica de PCR-SBT se 
detectaron en la población analizada 21 
alelos del exón 2 del gen BoLA-DRB3 con 
un rango de frecuencia de 0,014 a 0,222 
(Tabla 1). Como se observa en la figura 1, 
tres alelos presentaron una frecuencia 
superior al 10%, seis variantes evidenciaron 
valores entre 5-10%, mientras que los 12 
alelos restantes presentaron frecuencias 
inferiores al 5%. Esto resultó en una curva 
de frecuencias génicas acumuladas con una 
alta pendiente inicial, siendo hacia el final 
asintótica. La ho y he fueron de 0,92 y 0,91, 
respectivamente. La población estudiada se 
encontraba en desequilibrio de HWE (FIS = 
-0,007; p = 0,041).  
Los resultados obtenidos se compararon 
con los reportados para ganado Holstein de 
Japón, evidenciando que las dos 
poblaciones presentaban un alto número de 
alelos (na La Pampa = 21, na Japón = 16) y 
valores de he superiores al 0,9. Estos 
resultados coinciden con los observados en 
otras poblaciones de Holstein, estudiadas 
por PCR-RFLP, y en otras razas bovinas, 
evidenciando que a pesar de la alta presión 
de selección sufrida por la raza Holstein, 
esta conserva altos niveles de diversidad en 
la región analizada (Giovambattista et al., 
(1996); Yoshida et al., (2009); Takeshima 
et al., (2010)).  
Si bien la combinación alélica de las 
poblaciones de Holstein de Japón y de La 
Pampa no fueron exactamente iguales, 
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ambas poblaciones presentaron los mismos 
alelos mayoritarios (BoLA-DRB3*1101, 
*1501 y *0101), con la excepción del alelo 
BoLA-DRB3*1201. Este resultado sería 
consecuencia del alto nivel de 
homogeneidad exhibido por esta raza 
debido al uso de la misma genética a nivel 
global. 
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Tabla 1. Frecuencias génicas estimadas para el exón 2 del gen BoLA-DRB3 en la población de 
Holstein de la provincia de La Pampa. 
 
Alelo Frecuencia 
BoLA-DRB3*0101 0,125 
BoLA-DRB3*0201 0,0556 
BoLA-DRB3*0301 0,0139 
BoLA-DRB3*0601 0,0139 
BoLA-DRB3*0701 0,0417 
BoLA-DRB3*0901 0,0139 
BoLA-DRB3*0902 0,0556 
BoLA-DRB3*1001 0,0694 
BoLA-DRB3*1101 0,2222 
BoLA-DRB3*1201 0,0139 
BoLA-DRB3*14011 0,0278 
BoLA-DRB3*1501 0,1111 
BoLA-DRB3*1601 0,0139 
BoLA-DRB3*1701 0,0139 
BoLA-DRB3*1801 0,0417 
BoLA-DRB3*2006 0,0833 
BoLA-DRB3*20011 0,0139 
BoLA-DRB3*2703 0,0278 
BoLA-DRB3*2707 0,0139 
BoLA-DRB3*4501 0,0139 
BoLA-DRB3*4702 0,0139 
 
Figura 1. Frecuencias génicas acumuladas estimadas para el exón 2 del gen BoLA-DRB3 en la 
población de Holstein de la provincia de La Pampa. 
 
                          
